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摘要 : 为 探索 兰 科 (Orchidaceae) WERF CNervilia fordii) 根 中 和 根 际 土壤 真菌 群落 
多 样 性 ， 本 研究 采用 Illumina MiSeq 高 通 量 测序 技术 ， 分 析 了 大 新 DX) 和 龙 州 (LZ) 两 
个 样 地 毛 唇 苹 兰 根 中 和 根 际 土 壤 的 真菌 组 成 。 结 果 表 明 : (1) 两 个 地 区 的 毛 唇 苹 兰 根 中 和 
根 际 土壤 真菌 多 样 性 很 丰富 , 根 际 土壤 真菌 多 样 性 均 高 于 根 中 , 主根 的 真菌 多 样 性 高 于 走 芭 ; 


(2) 通过 测序 总 共 获 得 有 效 序列 118 040 条 ，207 个 可 操作 分 类 单元 (OTUs) 涉及 8 门 19 


纲 42 目 86 科 123 E; G) 担子 菌 门 (Basidiomycota) 真菌 是 两 地 毛 层 苹 兰 根 中 真菌 的 共 


同 优势 菌 群 ， 涉 及 胶 膜 菌 科 (Tulasnellaceae ) ~ Trimorphomycetaceae 、 角 担 菌 科 


(Ceratobasidiaceae) 、 马 拉 色 菌 科 (Malasseziaceae) 和 小 皮 伞 科 (Marasmiaceae) 等 ， 其 
中 ， 优 势 科 和 优势 属 分 别 是 胶 膜 菌 科 75%) 和 瘤 菌 根 菌 属 CEpulorhiza) (56%) ; 然而 ， 
土壤 中 的 优势 菌 属 则 是 镰刀 菌 属 (Fusarium) 。 综 上 结果 表明 , 毛 唇 苹 兰 根 中 菌 群 与 根 际 土 
壤 中 的 优势 菌 群 差异 显著 , 但 也 存在 一 些 共同 的 OTUs; 同时 , 本 研究 结果 也 上 暗示 Epulorhiza 
真菌 可 能 对 毛 唇 苹 兰 种 子 萌发 和 种 苗 生 长 发 育 产生 至 关 重 要 的 影响 。 
关键 词 ， 毛 唇 芋 兰 ， 菌 根 真 菌 ， 高 通 量 测序 ， 真 菌 多 样 性 ，Funguild 
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Abstract: To explore the fungal diversity and communities in the roots of Nervilia fordii as well 
as in the root-associated soil, we collected the terrestrial orchids grown in Daxin (DX) County and 
Longzhou (LZ) County of the karst areas in Guangxi Zhuang Autonomous Region, China as well 
as the root-associated soil, respectively. We analyzed the composition of fungal communities in 
the roots and the root-associated soil by taking the Illumina miseq high-throughput sequencing 
technology. The results were as follows: (1)The fungal diversity in the roots and root-associated 
soil of DX and LZ were very rich. In addition, the diversity of fungi in root-associated soil were 
higher than that in roots, and the fungal diversity in the taproot were higher than that in walking 
stem. (2) A total of 118 040 valid sequences and 207 operational classification unites (OTUs) were 
obtained. The BLAST results showed these OUTs involved 8 phyla, 19 classes, 42 orders, 86 
families and 123 genera. (3) The dominant fungal communities in roots of two areas (DX & LZ) 
both were Basidiomycota including Tulasnellaceae, Trimorphomycetaceae, Ceratobasidiaceae and 
Malasseziaceae as well as Marasmiaceae. Among them, Tulasnellaceae (75%) and Epulorhiza 
(Sexual type: Tulasnella) (56%) were the common dominant family and genus, respectively. 
However, Fusarium was the dominant fungal genus in the root-associated soil. The results indicate 
that although there is a significant difference in fungal communities between roots and 
root-associated soil, but there is some common OTUs. More importantly, our results also suggest 
that these fungi species belonging to Epulorhiza may play an important effect on the seed 
germination and seedling growth of Nervilia fordii grown in the karst area of Guangxi. 

Key words: Nervilia fordii, mycorrhizal fungi, high-throughput sequencing, diversity of fungi, 
Funguild 


毛 层 苹 兰 (Nervilia fordii) 为 兰 科 狭 域 分 布 植物 ， 又 名 青天 葵 、 独 脚 莲 、 珍 珠 叶 等 ， 
主要 分 布 于 我 国 广西 、 广 东 、 福 建 等 地 【〈 梁 永 枢 等 ，2017) 。 研 究 表明 ， 其 干燥 叶 或 全 株 
有 具有 清热 、 润 肺 止咳 、 解 毒 散 痘 等 功效 ， 其 中 对 小 儿 咳嗽 的 治疗 效果 尤其 明显 ， 同 时 也 是 
备 受 港 台地 区 民众 喜欢 的 一 种 高 级 菜谱 ， 因 而 广 受 关 注 〈 梅 全 喜 ，2008; MAS, 2011; 
Huang etal., 20120 。 然 而 ， 由 于 栖息 地 受到 果农 开垦 的 严重 破坏 ， 加 之 种 子 自然 条 件 下 
萌发 率 低 ， 致 使 毛 层 芋 兰 野 生 资 源 濒临 枯竭 ， 极 大 地 限制 了 野生 毛 层 苹 兰 种 群 的 扩展 和 生 
存 。 研 究 表 明 ， 适 宜 的 菌 根 真菌 对 兰 科 植 物种 子 萌 发 和 种 苗 生长 发 育 产 生 重要 的 影响 
(Rasmussen & Rasmussen, 2009; Fay, 2016; 陈 艳 红 等 ，2017) 。 兰 科 植 物 根 际 土壤 中 
的 真菌 可 以 通过 根系 进入 兰 科 植 物 根 细胞 中 定 殖 ， 进 而 与 宿主 植物 形成 共生 关系 
(Mccormick et al., 2016; Waud et al., 20160 。 然 而 ， 目 前 对 于 根 际 土壤 真菌 的 组 成 与 


兰 科 植 物 毛 唇 苹 兰 根 内 菌 根 真菌 的 相关 性 仍然 不 明确 。 因 此 ， 研 究 毛 层 苹 兰 根 中 和 根 际 土 
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培 中 真菌 的 组 成 和 相关 性 ， 对 于 筛选 和 利用 有 效 菌 根 真 菌 实现 毛 展 芋 兰 野生 种 群 恢复 和 资 
源 可 持续 利用 具有 重要 意义 。 

研究 表明 ， 地 生 型 兰 科 植 物种 子 萌 发 的 栖息 地 更 容易 发 现 特异 性 共生 真菌 ， 其 丰 度 与 
成 年 兰 科 植 物 的 距离 呈 一 定 的 正 相 关 (McCormick et al., 2016) ; 而 且 有 的 兰 科 植物 根 内 
真菌 在 土壤 中 普 裔 存在 ， 这 种 特异 性 真菌 更 助 于 兰 科 植 物 的 生长 CWaudetal, 20125 。 
兰 科 植物 根 内 真菌 群落 和 根 际 土 中 的 真菌 群落 差异 显著 ,而且 这 两 真菌 群落 在 一 定 程度 上 
是 相互 独立 的 ， 菌 根 真菌 的 种 类 和 丰 度 与 根 际 土壤 中 菌 根 真 菌 的 种 类 与 丰 度 没有 明显 联系 
CEER, 2019) 。 除 了 担子 菌 类 菌 根 真 菌 以 外 ， 镰 刀 菌 属 〈Fuwsarium ) 真菌 也 是 地 生 
兰 根 中 和 根 际 土壤 中 的 特异 性 优势 菌 群 〈 王 晓 国 等 ，2021) 。 

基于 上 述 兰 科 植 物 菌 根 的 研究 现状 ， 本 文 首次 以 我 国 广西 喀斯特 地 区 龙 州 和 大 新 两 个 


点 为 研究 区 域 ， 以 分 布 于 该 地 区 的 野生 毛 唇 苹 兰 为 研究 对 象 ， 采用 lumina MiSeq 高 通 量 测 


序 技术 方法 ， 通 过 分 析 该 区 域内 两 个 样 地 毛 唇 苹 兰 根系 共生 真菌 和 根 际 土壤 真菌 组 成 及 差 
异 ， 拟 探讨 以 下 问题 : C 喀斯特 地 区 毛 唇 苹 兰 根部 内 生 真 菌 及 其 根 际 土壤 真菌 在 分 子 水 
平 上 区 系 组 成 以 及 优势 内 生 真 菌 类 群 。 (2) 两 地 毛 唇 苹 兰 根系 共生 真菌 组 成 是 否 存 在 差异 
及 探讨 其 形成 原因 。 本 研究 结果 对 于 今后 系统 研究 广西 喀斯特 地 区 毛 层 苹 兰 菌 根 真 菌 资 
源 ， 以 及 采用 菌 根 技术 实 现 毛 唇 王 兰 种 子 伴 菌 萌发 及 地 生 型 兰 科 药 用 植物 的 资源 保护 具有 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 

供 试 毛 唇 芋 兰 植株 与 土壤 样本 于 2020 年 10 月 7 日 从 广西 壮族 自治 区 崇 左 市 龙 州 县 
(106*67' E, 22*52' N; 海拔 为 333 m) 和 大 新 县 《107°05'E，22°81'N; 海拔 为 311 m) 
采集 。 选 取 毛 层 苹 兰 健康 植株 ， 整 株 挖 出 并 带 根 际 土 及 环境 土 放 入 自封 袋 中 ，12h 之 内 将 
样品 带 回 广西 中 医药 大 学 仙 戎 校区 的 实验 室 ， 随 即 在 流水 下 冲洗 干净 根 表 杂质 ， 使 用 滤纸 
吸 干 根 表 水 份 后 ， 迅 速 采用 液 氮 急 冻 ， 后 置 于 -80'C 冰 箱 中 保存 ， 备 用 。 

根 际 土壤 采 自 毛 唇 芋 兰 根系 表面 0~1 cm 范围 内 的 土 层 〈 付 亚 娟 等 ，2019) ， 采 集 置 
于 无 菌 离心 管 中 ， 


ERPE 


A 


号 为 DXTR 〈 大 新 土壤 ) 和 LZTR ( 龙 州 土壤 ) ; 分 别 取 大 新 和 龙 州 


H 


、 主 根部 分 〈 各 3 个 重复 ) 置 于 无 菌 离心 管 中 ， 编 号 为 DXZG Cl. 2. 


-3) 、DXZJ (-1、-2、-3) 、LZZG (-1、 -2、 -3) 、LZZJ (-1、-2、-3) o 
1.2 样品 基因 组 DNA 的 提取 及 分 析 
样品 经 冷 链 送 至 广州 基 迪 奥 生 物 科技 有 限 公 司 ， 进 行 DNA 的 提取 和 ITS rDNA 的 测 


序 分 析 ; 采用 带 有 barcode 的 特异 引物 扩 增 ITS ff] ITSI plant 区 (引物 序列 为 ITS1 F KYO2: 


5 -TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA-3 : ITS86R: 5 -TTCAAAGATTCGATGATTCAC-3' ), 
然后 将 纯化 后 的 PCR 产物 〈 即 扩 增 子 ) 连接 测序 接头 ， 构 建 测 序 文库 ， 上 机 进行 umina 
Miseq 高 通 量 测序 ， 并 进行 相应 的 信息 分 析 。 
1.3. 数据 处 理 与 分 析 

首先 过 滤 低 质量 Reads， 然 后 将 双 端 Reads 拼接 为 Tag, HX) Tag 进行 低 质 量 过 滤 ， 


得 到 的 数据 称 为 Clean Tag， 然 后 使 用 Usearch 软件 进行 聚 类 (Schloss et al., 2009) ， 去 除 


聚 类 过 程 中 检测 到 的 租 合 体 Tag， 按 照 97% 相 似 性 进行 可 操作 分 类 单元 C operational 


taxonomic unit, OTU) 聚 类 分 析 ， 获 得 OTU 后 ， 基 于 Effective Tag 进行 OTU 丰 度 统计 。 


利用 R 语言 vegan 包 进 行 维 恩 图 分 析 〈Oktalira et al., 2019) 和 使 用 Qiime 软件 (Schloss et 
al, 2009) 进行 alpha 多 样 性 指数 ， 包 括 物种 数 〈Sobs) 、 香 农 指数 〈Shannon 指数 ) . Æ 
普 森 指数 (Simpson 指数 ) 、 戎 种 丰富 度 指 数 (Chao 1 指数 ) 、 谱 系 多 样 性 指数 (pd) 及 


履 盖 率 (Good' scoverage) 分 析 ; 同时 ， 采 用 统计 学 方法 进行 差异 特征 发 现 和 显著 性 检 


验 。 
NI 2 结果 与 分 析 
c 2.1 测序 结果 分 析 
e 通过 对 大 新 县 和 龙 州 县 野生 毛 层 苹 兰 主根 和 走 茎 及 根 际 土壤 共 14 个 样品 的 真 
rDNA 基因 ITS1 区 域 进行 高 通 量 测序 。 结 果 表 明 ， 质 控 后 每 个 样品 的 测序 Tags Number 
数据 量 均 超过 110 000 条 ( 表 1) ; 以 测序 数据 量 对 应 OTU 数量 构建 的 稀释 曲线 趋向 平坦 
(Ed 10 ， 说 明 测序 数据 量 能 够 覆盖 样品 中 绝 大 多 数 真 菌 种 类 ， 测 序数 据 量 合 理 。 每 个 样 
品 的 Good's coverage 指数 均 达到 0.999 (R1) ， 说 明 样 本 中 有 序列 没有 被 测 出 的 概率 极 
低 ， 测 序 深 度 合格 。 

表 1 毛 唇 苹 兰 菌 根 及 其 根 际 土壤 真菌 Alpha 多 样 性 指数 统计 


下 


Table 1 Alpha diversity index of fungi in mycorrhizal and rhizosphere soil of Nervilia fordii 


分 组 标签 数 物种 数 香农 指数 辛普森 指数 ” 菌 种 丰富 度 指数 LEES pd 
Gap Tags Number Sobs Shannon Simpson Chao 1 Good's coverage pd 
大 新 土壤 DXTR 110 910 411.0 000 5.835 2 0.955 9 423.0 000 0.999 8 111.5 106 
DXZG-1 123381 
KEZ DXZG  DXZG-2 123304 236.6 667 1.099 9 0.306 3 302.6 740 0.999 4 67.21 42 


DXZG-3 113326 
大 新 主根 DXZJ — DXZJ-1 117328 151.3 333 0.722 0 0.1914 205.4 127 0.999 5 47.35 70 
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DXZJ-2 126 729 
DXZJ-3 114675 

龙 州 土壤 LZTR 114 080 406.0 000 

LZZG-1 112879 

龙 州 走 茎 LZZG LZZG-2 121 543 158.0 000 
LZZG-3 124 861 
LZZJ-1 115979 

龙 州 主根 LZZJ] LZZJ-2 118 005 151.3 333 
LZZJ-3 115 565 


物种 数 Sobs 
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4.504 1 0.9116 421.5 294 0.999 7 
2231 7 0.572 1 212.7 177 0.999 6 
0.686 6 0.148 32 209.3 745 0.999 6 


B 大 新 土壤 DXIR 
B 大 新 主根 DXZG 
B 大 新 走 茎 DXZJ 
Wi 龙 州 土壤 LZTR 
B 龙 州 主根 LZZG 
W iE LZZ 
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图 1 毛 唇 芋 兰 菌 根 及 根 际 土壤 真菌 高 通 量 测 稀释 性 曲线 


Fig. 1 High throughput dilution curve of mycorrhizal and rhizosphere soil fungi in Nervilia 


fordii 


Chao 1 指数 和 Ace 指数 用 于 评定 样品 中 群落 的 丰富 度 ; Shannon 指数 则 可 反映 出 群落 分 布 


多 样 性 ， 其 受到 样品 群落 中 物种 丰富 度 以 及 物种 均匀 度 的 影响 《〈 庞 美霞 等 ，2021) 。 大 新 


主根 (DXZG ) 部 位 Chao 1 指数 .Ace 指数 和 Shannon 指数 分 别 为 302.67+7.23、316.04+3.41、 


1.10+0.23 (图 2 : A) ， 龙 州 主根 (LZZG) 部 位 Chao 1 指数 、Ace 指数 和 Shannon 指数 
分 别 为 212.72+143.99、215.14+145.47、2.31+0.1$。 龙 州 主根 群体 中 反应 群落 多 样 性 变化 
的 Shannon 指数 (P=0.0035) 显 著 性 上 升 (图 2 :A), 但 表征 物种 丰 度 的 Chao 1 指数 (P>0.05) 


和 Ace 指数 CP>0.05) 相 较 于 大 新 主根 和 


EF 体 均 有 所 下 降 但 无 明显 差异 。 大 新 走 茎 (DXZJ) 


部 位 Chao 1 指数 、Ace 指数 和 Shannon 指数 分 别 为 205.41+113.57,210.70+118.47,0.72+0.25 


(图 2 : BO , JEÉMDGEZE (LZZJ) 部 位 Chao 1 指数 、Ace 指数 和 Shannon 指数 分 别 为 


209.37+47.62、212.68+73.34、0.69+0.11 (图 2 : BO 。 由 此 可 见 ， 龙 州 走 茎 的 真菌 物种 丰 


度 及 多 样 性 低 于 大 新 走 茎 组 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05) 。 
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* 表 示 不 同 组 间 差 异 显 著 (P<0.05) 。 


* meant significant difference at 0.05 level between groups. 


2 大 新 主根 (DXZG) 和 龙 州 主根 组 (LZZG) (A0 . GE E CDXZJO 和 龙 州 走 茎 组 ZJ) 
(B) 间 Alpha 多 样 性 指数 的 变化 ; 
Fig. 2 Variation of alpha-diversity indices in DXZG and LZZG groups (A), DXZJ and LZZJ 


groups (B). 


2.2 根系 共生 真菌 多 样 性 及 相关 性 分 析 
本 研究 从 毛 层 全 兰 2 个 根 际 土壤 (DXTR、LZTR) 样品 、6 个 走 茎 (DXZJ、LZZJ) 


样品 和 6 个 主根 CDXZG. LZZGO 样品 内 检测 到 大 量 OTU。 首 先 ， 不 同 土壤 样品 分 析 结 
果 表 明 ，DXTR 共 获 得 411 A OTU, MZF LZTR 中 的 OTU 数量 406; DXTR 的 真菌 
农 指数 、 辛 普 森 指数 、Chao 1 值 以 及 pd 值 均 略 高 于 LZTR CX 1) ， 这 说 明 大 新 毛 唇 本 
兰 根 际 土壤 真菌 群落 在 丰富 度 和 多 样 性 上 均 高 于 龙 州 毛 唇 苹 兰 根 际 土壤 。 男 外 ， 


OTUs-Venn 图 能 够 直观 反映 样本 间 相 同 及 其 独特 的 OTUs。DXTR 与 LZTR 真菌 OTUs-Venn 


图 如 图 2 所 示 ; 2 个 土壤 样本 共 获 得 705 个 OTU， 它 们 之 间 共 有 的 OTU112 个 ， DXTR 特 
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有 OTU 299 个 ，LZTR 特有 OTU 294 个 。 因 此 ， 综 合 a 多 样 性 指数 及 OTUs-Venn 图 ， 发现 
大 新 与 龙 州 毛 唇 芋 兰 根 际 土壤 真菌 的 组 成 均 较 为 丰富 ,但 它们 在 真菌 组 成 、 结 构 和 相对 丰 
度 上 存在 一 定 的 差异 。 


大 新 土壤 DXTR 龙 州 土壤 LZTR 


3 毛 层 芋 兰 ( 大 新 和 龙 州 ) 根 际 土壤 真菌 OTUs 分 布 Venn 
Fig. 3 Venn diagram of OTUS distribution of fungi in rhizospheric soil samples in Nervilia fordii 
from DX and LZ 


其 次 , 对 不 同 毛 层 苹 兰 不 同 部 位 样品 进行 分 析 的 结果 显示 , 大 新 毛 层 苹 兰 主根 (DXZG) 


共 获 得 236 个 OTU， 走 茎 (DXZJ) 获得 151 个 OTU; 龙 州 毛 唇 苹 兰 主根 (LZZG) 共 获 


得 158 个 OTU， 走 茎 (LZZJ) 获得 151 个 OTU。 由 此 可 见 ， 主 根部 位 OTU 数量 均 高 于 
走 茎 部 位 ， 且 主根 的 各 项 a 多 样 性 指数 均 高 于 走 茎 ( 表 1) ,说 明 毛 层 芋 兰 主 根部 位 共生 真 
菌 群落 在 丰富 度 和 多 样 性 上 均 高 于 走 茎 部 位 。DXZJ 与 DXZG 、LZZJ 与 LZZG 真菌 
OTUs-Venn 图 显示 (图 2) ， 龙 州 毛 唇 苹 兰 根系 样品 共 获 得 221 个 OTU， 其 中 走 茎 和 主根 
共有 126 ^ OTU, ERRA OTU 为 59 个 ， 走 茎 特有 OTU 为 36 个 ;大 新 毛 唇 芋 兰 根系 


样品 共 获 得 289 个 OTU， 其 中 走 茎 和 主根 共有 OTU 为 113 个 ， 主 根 特 有 OTU 为 109 个 ， 


龙 州 主根 LZZG NEŽ LZZI 大 新 主根 DXZG 大 新 走 茎 DXZJ 
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EZRA OTU 为 67 个 。 综 合 a 多 样 性 指数 ( 表 1) ， 结 果 发 现 毛 唇 苹 兰 大 新 与 龙 州 青天 
葵 根 系 共 生 真 菌 组 成 均 较 为 丰富 ， 但 主根 部 位 的 真菌 组 成 、 结 构 及 相对 丰 度 上 均 比 走 茎 半 


位 更 高 。 


4 大 新 与 龙 州 产 毛 展 芋 兰 根系 共生 真菌 OTUs 分 布 Venn 
Fig. 4 Venn diagram of OTUs distribution of root symbiotic fungi in Nervilia fordii from DX 
and LZ 
2.3 根系 及 其 根 际 土壤 真菌 群落 结构 组 成 
本 研究 从 毛 唇 芋 兰 的 根系 及 其 根 际 土壤 中 获得 有 效 序列 118 040 条 ，207 个 可 操作 分 
类 单元 OTUs) ， 分 属于 8 门 19 纲 42 目 86 科 123 属 。 以 丰 度 均值 排名 Top10 的 物种 作 
为 主要 分 析 对 象 ， 其 他 已 知 物种 归 为 others， 未 知 物种 标记 为 unclassified; 基于 门 、 纲 、 
目 、 科 、 属 、 种 分 类 水 平 ， 分 析 不 同样 品 组 中 真菌 群落 结构 的 变化 ， 由 图 2 可 见 ， 在 不 同 
的 分 类 水 平 上 ， 广 西 喀斯特 地 区 2 个 不 同 产地 之 间 供 试 样品 中 真菌 群落 结构 存在 差异 。 首 
先 , 在 门 一 级 分 类 水 平 上 , 毛 唇 苹 兰 根系 与 其 根 际 土 壤 14 个 样本 中 共 检 测 到 的 真菌 涉及 8 


个 门 (图 5 : A) ， 分 别 为 担子 菌 门 (Basidiomycota) ~ -É3X€PI] (Ascomycota) . KÆ 


WI] (Glomeromycota) . WET] C(Mortierellomycota) ~ ÆT] (Kickxellomycota) ~ 


4 LI] (Mucoromycota) ~ Sz T ] (Chytridiomycota) , E% ] (Entomophthoromycota ), 


未 鉴定 出 来 的 序列 unclassified) i E673 18.24%. E JEESE 25 R8 AJ AE C BRL HE EF 


Basidiomycota (ih 76%) , Œ DXZG. LZZG. DXZJ 和 LZZJ 组 中 占 比 分 别 为 66.89%、 


78.6895. 97.039458 96.39%。 其 次 为 Ascomycota C i5 10%) ,在 各 组 中 的 占 比 分 别 为 1.9096. 


14.58%、0.74% 和 2.52%. Ascomycota 在 DXZJ 组 与 DXZG 组 、LZZJ 组 间 的 物种 丰 度 均 


值 均 存 在 显著 差异 (P=0.0179，0.02) ; LZZG 组 与 DXZG 组 物种 丰 度 均值 存在 显著 差异 


的 真菌 门 为 Mortierellomycota (P=0.01) ; LZZJ 组 与 LZZG 组 物种 丰 度 均值 存在 显著 差异 
的 真菌 门 为 Basidiomycota(P=0.02) 。 而 大 新 和 龙 州 根 际 土壤 的 优势 菌 门 组 成 与 含量 存在 
显著 差异 ， 前 者 的 优势 菌 门 为 Ascomycota (59.3496) ， 后 者 为 Basidiomycota (36.6396) . 

从 纲 一 级 水 平分 析 ， 毛 展 芋 兰 根系 和 其 根 际 土壤 中 优势 真菌 群落 主要 包括 伞 菌 纲 


(Agaricomycetes) (总 占 比 58%) . ÆW] (Sordariomycetes) (总 占 比 5%) 、 银 耳 


?W (Tremellomycetes) Cit E5396)... HXSEPRIZ (Eurotiomycetes) (总 占 比 1%) ~ t 


菌 根 菌 纲 C Archaeorhizomycetes ) . 3 y f& T 2 ( Malasseziomycetes ) ~ E 3E W A 


(Dothideomycetes) . RÆ K4 CGlomeromycetes) . WAREZ (Saccharomycetes) (图 5 : 


B) > Unclassified 序列 占 比 为 34.9096, Others 序列 占 比 为 0.35%. Agaricomycetes 、 


Sordariomycetes 、 Tremellomycetes ~ Eurotiomycetes 和 Archaeorhizomycetes 在 大 新 土 样 


(DXTR) 中 的 占 比分 别 为 6.74%、29.85%、0.07%、6.57% 和 12.79%; 在 DXZG 组 中 的 


占 比分 别 为 38.85%、1.11%、1.38%、0.25% 和 0.1896; 在 DXZJ 组 中 的 占 比 分 别 为 60.43%、 


0.25%、1.04%、0.14% 和 0.05%; 在 龙 州 土 样 (LZTR) 中 的 占 比 分 别 为 28.5296. 6.1296. 


0.67%、0.59% 和 0.002%; 在 LZZG 组 中 的 占 比分 别 为 66.24%、9.66%、9.66%、1.77% 和 


0.00196; Æ LZZJ 组 中 的 占 比 分 别 为 93.20%、0.51%、0.32%、0.87% 和 0.0003%。 各 真菌 
纲 在 不 同 产 地 毛 唇 苹 兰 根 际 土壤 中 所 占 比 例 存 在 显著 差异 (P<0.05〉 。 在 根系 样品 组 之 间 
真菌 组 成 及 比例 存在 差异 ， 其 中 LZZ 组 与 LZZG 组 物种 丰 度 均值 均 存在 显著 差异 的 真菌 
纲 为 Agaricomycetes (P=0.03) ; DXZG 组 与 LZZG 组 物种 丰 度 均值 均 存 在 显著 差异 的 真 


菌 纲 为 Archaeorhizomycetes (P=0.01) 和 Mortierellomycetes (P=0.01) 。 
从 目 一 级 水 平分 析 〈 图 5 : C) ， 主 要 包括 鸡 油 菌 目 〈《Cantharellales) 〈 占 比 57%) ~ 
银耳 目 (Tremellales)( 占 比 3%)、 肉 座 菌 目 (Hypocreales)( 占 比 296) , SEE TS] H (Eurotiales ) 


一 


占 比 1960 ~. TAIRA HA (Archaeorhizomycetales) 、 马 拉 色 菌 目 (Malasseziales) ~ /^ 


M 5è H CGlomerellales) , 3875 ii H CSordariales) , $ Ki H (Agaricales), KER H CCapnodiales) 。 


从 科 一 级 水 平分 析 (图 5 : DO ， 胶 膜 菌 科 〈Tulasnellaceae) 占 到 担子 菌 的 7$%， 还 有 少 


数 属于 Trimorphomycetaceae、 角 担 菌 科 (Ceratobasidiaceae )、 马 拉 色 菌 科 (Malasseziaceae )、 


小 皮 伞 科 (Marasmiaceae) 5x; -f 3€ pep X 9E 8.5 JA Zip s Rb (Nectriaceae) 、 古 菌 根 菌 科 


CArchaeorhizomycetaceae) . HH Efl CAspergillaceae) ~ EF} CChaetomiaceae) 、 小 从 


55 RI CGlomerellaceae ) 等 .从 属 一 级 水 平分 析 ( 图 5 :E), 主 要 包括 瘤 菌 根 菌 属 (Epulorhiza)、 


原 隐 球菌 属 GSaitoyma) ~ JJA (Fusarium) 、 古 菌 根 菌 属 CArchaeorhizomyces) 、 马 


ES 


ju t& Bg (Malassezia), Hl 85 


ES 
可 
T 


B (Aspergillus ) . S f& H J& ( Tetrapyrgos )~ IA M 8$ Ja CHumicola ) . 


WAE CColletotrichum) . EJB (Penicillium) 。 根 际 土 中 显著 优势 真菌 菌 种 为 镰刀 
属 (Fusarium) 。 毛 层 苹 兰 根 茎 的 优势 菌 群 均 为 瘤 菌 根 菌 属 CEpulorhiza) 真菌 ， 在 所 分 
离 真 菌 中 占 比 高 达 56%， 且 在 根 际 土壤 中 该 属 真菌 含量 也 很 高 ， 在 大 新 土壤 和 龙 州 土壤 中 
的 占 比分 别 为 4% 和 14%。 从 种 一 级 水 平分 析 ( 图 5 : F) ， 主 要 包含 贝壳 状 革 菌 Panus 


pn 


conchatus) , E fü Pj CNigrospora oryzae) 、 季 也 蒙 毕 亦 酵母 CMeyerozyma guilliermondii) , 


KERAHE CStaphylotrichum coccosporum) . Septoria cretae, H RIRE C Sodiomyces 


magadii) . Humicola olivacea . Tetrapyrgos subcinerea , Malassezia restricta, 3€ Ji 42 Vs] 


CSaitozyma podzolica) 等 。 总 之 ， 不 同 分 类 层级 的 真菌 群落 在 两 地 根 际 土壤 中 ,它们 在 真 


菌 组 成 、 结 构 及 相对 丰 度 上 存在 一 定 的 差异 ;， 且 两 地 不 同根 系 之 间 也 存在 一 定 差异 ， 主 根 


> 


相对 丰 度 Relative abundance(%) 


o 


相对 丰 度 Relative abundance(?6) 


t 


相对 丰 度 Relative abundance(?6) 
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在 真菌 组 成 结构 及 相对 丰 度 上 均 比 走 茎 更 高 。 


图 5 两 地 毛 展 芋 兰 根系 及 根 际 土壤 中 真菌 基于 门 (A) . 428 CD H CC) 、 科 OD 、 属 
CE) 和 种 (F) 分 类 水 平 上 的 分 布 
Fig. 5 Fungal classification atphylum (A) , class (B), order (C), family (D), genus (E) 


andspecies (F) levels in different root system and rhizospheric soil in Nervilia fordii samples 
3 讨论 与 结论 
本 研究 基于 高 通 量 测 序 技术 ， 比 较 分 析 了 广西 喀斯特 地 区 的 地 生 型 兰 科 植物 毛 展 芋 
兰 根系 及 其 根 际 土壤 的 真菌 菌落 结构 ， 结 果 发 现 瘤 菌 根 菌 属 (《 有 性 型 为 胶 膜 菌 属 ) 真菌 是 
大 新 与 龙 州 两 个 样 地 的 毛 层 芋 兰 根 中 绝对 优势 菌 群 。 有 研究 认为 ， 地 生 兰 的 种 子 成 熟 后 落 
入 土壤 中 经 历 长 时 间 的 发 育 , 在 此 期 间 依赖 共生 真菌 提供 稳定 、 持久 的 C 源 (Jacquemyn et 
al., 2011) ， 因 此 ， 各 地 的 地 生 兰 往往 与 菌 根 真 菌 形成 高 特异 性 的 菌 根 关 系 ， 表 现 为 大 多 
数 地 生 兰 均 与 胶 膜 菌 属 菌 群 共生 ， 如 竹 叶 兰 属 (4rundina) 植物 (Meng etal., 2019) 、 
榴 兰 属 (Cypripedium) 植物 (Yuan etal., 2010) 等 地 生 兰 的 优势 共生 菌 群 主要 是 胶 膜 菌 
属 菌 群 。 更 为 重要 的 是 ， 胶 膜 菌 不 仅 是 兰 科 植物 菌 根 真 菌 区 系 组 成 中 的 绝对 优势 类 群 ， 而 
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且 还 是 一 类 重要 的 兰 科 植物 共生 萌发 真菌 〈Rafter et al.，2016; 陈 娟 等 ，2017) 。 因 此 ， 
瘤 菌 根 菌 属 菌 群 可 能 在 毛 唇 苹 兰 种 子 萌发 和 球茎 生长 发 育 过 程 中 起 到 至 关 重 要 的 作用 , 但 
更 多 证 据 还 有 待 真菌 共生 萌发 实验 予以 确证 。 此 外 ， 瘤 菌 根 菌 属 真菌 在 两 地 主根 中 的 丰 度 
均 比 走 葵 高， 这 可 能 与 主根 生长 周期 长 ， 而 走 茎 生长 周期 短 、 且 侧重 于 生殖 生长 的 特点 有 
关 。 


真菌 群落 的 组 成 和 丰 度 对 植物 生态 系统 的 功能 调节 具有 重要 作用 ， 其 中 核心 真菌 组 和 
关键 物种 的 贡献 一 直 是 真菌 生态 学 领域 研究 的 热点 〈 驴 丹 等 ，2020) 。 本 研究 基于 FunGuild 
数据 库 ， 对 两 地 的 毛 唇 苹 兰 根 中 和 根 际 土壤 真菌 的 主要 OTU 进行 了 功能 预测 分 析 ， 结 果 
发 现 , 共生 型 (Symbiotroph ) 是 两 地 毛 层 苹 兰 主 根 和 走 状 茎 中 真菌 群落 最 主要 的 营养 类 型 ， 
相对 丰 度 分 别 为 63% 和 92% CJEJMD ~ 、36% 和 60%〔 大 新 ) ， 其 他 营养 类 型 如 (病理 寄生 
-腐生 -共生 ) Pathotroph-Saprotroph-Symbiotrop、《 病 理 寄 生 ) Pathotroph 和 《病理 寄生 - 共 
^E) Pathotroph-Symbiotroph 的 真菌 群落 则 比较 少 ， 相 对 丰 度 均 少 于 2%; 两 地 的 根 际 土壤 


真菌 群落 的 营养 类 型 基本 类 似 ， 其 中 , 大 新 Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 的 相对 丰 度 


ih 17% ， Saprotroph 和 Symbiotroph 约 占 4% , Æ M| Symbiotroph 和 


EL 


Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph 的 相对 丰 度 分 别 占 14.439981 13.31%。 从 功能 类 型 上 分 
析 ， 两 地 毛 唇 芋 兰 均 主要 由 外 生 菌 根 (Ectomycorrhizal〉 功 能 群 构成 ， 且 以 瘤 菌 根 菌 属 真 


菌 群 为 核心 真菌 组 ; 其 他 功能 群 包括 未 定义 腐生 菌 群 (Undefined Saprotroph) 、 动 物 病 原 


Pj (Animal Pathogen) 、 丛 枝 菌 根 (Arbuscular Mycorrhizal) 、 内 生 菌 根 -植物 病原 菌 -未 定 


义 腐生 菌 群 CEndomycorrhizal-Plant Pathogen-Undefined Saprotroph) 等 ， 它 们 的 相对 丰 度 
均 比 较 低 ， 这 也 反映 了 毛 唇 苹 兰 根 内 和 根 际 真菌 的 多 样 性 。 

此 外 ， 本 研究 的 结果 还 发 现 ， 两 地 毛 唇 苹 兰 根 际 土壤 中 发 现 的 OTU 总 个 数 均 比 根 中 
的 OUT 总 个 数 高 ， 同 时 两 地 根 际 土壤 和 根 中 也 存在 有 共同 的 OTU。 这 表明 根 际 土壤 中 的 
真菌 类 和 群 要 多 于 植物 根 中 ;， 两 地 根 际 土壤 和 根 中 存在 相同 的 真菌 群落 。 蒋 玉玲 等 〈2019) 
在 研究 绥 草 等 9 种 兰 科 植物 过 程 中 也 发 现 类 似 的 结果 , 认为 根 际 真菌 的 组 成 要 比 兰 科 植物 
根 中 真菌 的 组 成 更 复杂 。 大 新 和 龙 州 两 地 毛 唇 芋 兰 的 根 际 土壤 的 优势 菌 门 组 成 与 含量 存在 
显著 差异 ， 前 者 的 优势 菌 门 为 子 襄 菌 门 ， 后 者 为 担子 菌 门 。 在 两 地 毛 唇 苹 兰 根 中 ， 子 训 菌 
的 物种 丰 度 存在 显著 差异 ; Mortierellomycota 门 真菌 在 LZZG 组 与 DXZG 组 之 间 的 物种 丰 
度 存在 显著 差异 ; 这 些 结果 ,表明 毛 唇 苹 兰 根系 真菌 与 根 际 土 壤 真 菌 的 组 成 均 很 丰富 ， 但 
它们 在 不 同 部 位 及 不 同 区 域 之 间 的 真菌 组 成 、 结 构 及 相对 丰 度 上 存在 一 定 的 差异 。 这 种 差 
异 与 外 界 环境 因子 如 : 海拔 高 度 〈 徐 玲玲 等 ，2019) 、 土 壤 湿度 、 酸 碱 度 及 营养 条 件 


COgura-Tsujita et al., 2008; Bunch et al., 2013; Jacquemyn et al., 2015) 和 季风 气候 C 
雪 亭 等 ，2016) 及 植被 类 型 (Lin etal., 20200 等 对 兰 科 植物 真菌 群落 组 成 的 影响 有 关 。 
总 之 ， 高通 量 测序 等 现代 分 子 生物 学 方法 为 高 效 、 全 面 分 析 兰 科 植 物 毛 层 苹 兰 根 系 共 
生 真菌 组 成 提供 了 有 效 手 段 ， 也 为 进一步 有 针对 性 地 分 离 培养 可 培养 的 菌 根 真 菌 ， 用 于 而 
究 兰 科 种 子 共生 萌发 和 菌 根 共生 作用 机 制 等 提供 了 科学 的 参考 ,对 于 采用 菌 根 技术 解决 毛 
辱 苹 兰 濒危 植物 资源 保护 和 可 持续 利用 具有 非常 重要 的 实践 意义 。 但 同时 ， 本 研究 虽然 从 
毛 唇 苹 兰 根 中 和 根 际 土壤 获得 大 量 的 序列 ， 但 由 于 NCBI 数据 库 比 对 数据 的 不 足 ， 无 法 全 
部 将 这 些 生 物 信 息 解 读 出 来 ， 对 本 研究 的 全 面 分 析 也 产生 一 定 的 干扰 。 因 此 ， 这 部 分 工作 
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